


























与するサイトカインの受容体である IL17R（CD127）や IL-15Rαの発現が高かった．感染 6日
目から 8日目に感染部位を経由するOT-I 細胞は所属リンパ節，脾臓，肝臓と肺組織内に存在
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受容体（TCR）を強制発現させた CD8 陽性 T細胞
（OT-I 細胞）が産生されるように遺伝子組み換えさ
れたマウスで，このマウスから分離した CD8 陽性
T細胞はすべて OVA特異的 T細胞（OT-I 細胞）
になる．
　Kaede マウス11）は B6 マウスと 20 回以上戻し交
配し，実験に用いた．Fucci マウス13）は B6 マウス
と 10 回以上戻し交配し，実験に用いた．Kaede/
CD45.1/OT-I/Rag2KO マウスは CD45.1 マ ウス，
Rag2KO/OT-I マウス，Kaede マウスを掛け合わせ
て作製した．Fucci/CD45.1/OT-I/Rag2KO マウス
は CD45.1 マウス，Rag2KO/OT-I マウス，Fucci マ
ウスを掛け合わせて作製した．
　2．ウイルスと感染
　組み換えVV-OVA14）は P. Marrack （University of 
Colorado, Denver, CO） から寄与された．尾の付け
根の毛を 1.5 cm × 1 cm 剃り，毛を剃った皮膚に
1× 105 PFU/20 µl のウイルス溶液を塗り，27G の
針で 30 回引っ掻いてウイルスを感染させた．
　3．リンパ球の分離と移入
　移入する CD8 陽性 T 細胞は，Kaede もしくは
Fucci/Rag2KO/CD45.1/OT-I マウスの脾臓とリン
パ節をプールした後 biotin 標識抗マウス Ter119，
CD4，CD11b，CD11c，CD49b，B220 抗体で染色後，
抗 biotin-Micro Beads によって染色し，autoMACS
（Miltenyi Biotec）を用いたネガティブセレクショ
ンによって分離した．分離した Kaede もしくは
Fucci/CD45.1/OT-I 細胞（1× 106 個）は，ウイル














Kaede タンパク質を光変換するために 435 nmの光
を 10 分間照射した（60J/cm2，光照射器 Spot UV 

































を用いて測定した．FACS データは FlowJo を用い
て解析した．
結 果
　1．VV-OVA 皮膚感染後の抗原特異的 CD8 陽性
T細胞増殖と感染部位への浸潤
　ウイルス特異的 CD8 陽性 T細胞は数が少なく特
定する事は容易ではない．そこで，モデル抗原とし
て良く用いられるOVAを感染細胞で発現するよう
に遺伝子組み替えされた VV-OVA と OT-I 細胞を
実験に用いた．OT-I 細胞は OVAに特異的T細胞
受容体（TCR）を強制発現させた CD8 陽性 T細胞





B6 マウスに移入した OT-I 細胞の応答を観察する













OT-I 細胞の割合と OT-I 細胞数を CD45.1 をマー
カーにして調べた（図2b）．所属リンパ節において，
感染 3日目には約 50％のOT-I 細胞がAzami Green
陽性であった．よって約 50％の OT-I 細胞が S/G2/
M期にあることが分かった（図 2b）．S/G2/M期の
OT-I 細胞数は感染 4日目をピークに減少し，感染
















a：Fucci マウスのリンパ球は S/G2/M 期には黄色から緑
色（mAzami Gree）になり，G1 期には無色から赤色
（Kusabira Orange2）になる．B6マウスにOT-I/Fucci/ 
CD45.1 マウスから分離した CD8 陽性 T細胞を 1×




胞を抗 CD45.1 抗体，抗 CD8 抗体で染色しフローサイ
トメーターによって解析した．OT-1 細胞を CD45.1+ 
CD8+ によってゲートした．感染直後，感染 3日目と感
染 7日目の Kusabira Orange2 タンパク質とmAzami 
Green タンパク質のシグナルを示した．
b：感染 1日目から 14 日目まで所属リンパ節内のOT-I 細




感染 7日目までを増殖期，感染 5日目から 20 日目
までを収縮期，それ以降をメモリーT細胞維持期
とした．




T細胞維持期では CD8 陽性 T細胞は皮膚内で動き
を止めることかが知られている15）．この事から，増






7日目，14 日目と 21 日目のそれぞれの時期に感染
部位に光照射を行い，感染部位に浸潤していた
Kaede OT-I 細胞を光変換させた（図 4）．光照射直
後には皮膚と脂肪組織内に存在する 100％の OT-I
細胞が Kaede Red であったのに対して，光照射か
ら 24 時間後の感染 8日目の感染部位である皮膚の
OT-I 細胞は約 50％が Kaede Red 陽性，感染皮膚
直下の脂肪組織内の OT-I 細胞の約 30％が Kaede 
Red 陽性だった（図 4）．このことから，感染 7 日
目の皮膚に浸潤したOT-I 細胞の約 50％と感染皮膚
直下の脂肪組織内のOT-I 細胞の約 70％が 24 時間
で感染部位の皮膚から外へ移出したことが分かっ
た．そして，感染 7日目において感染部位で光変換




まり，感染 21 日目には約 100％の細胞が皮膚に留
まり入れ替わりは起こっていなかった．しかし，感
染 14，21 日目ともに感染皮膚直下の脂肪内に浸潤













B6 マウスにVV-OVA （1× 105 PFU）のスクラッチによ
る感染の一日前にOT-I CD45.1 マウスから分離した CD8
陽性 kaede OT-I CD45.1 細胞 （1× 106 個）を静脈注射に
よって移入した．感染 1日目から 8日目，15 日目，22 日
目の皮膚内のリンパ球 （●）と感染させた皮膚直下の脂肪
内のリンパ球 （■）を抗 CD45.1 抗体で検出した細胞数を
示す（n＝ 1）．
図 4　抗原特異的なCD8陽性T細胞の感染部位からの移動
B6 マウスをVV-OVA（1× 105 PFU）のスクラッチによ
る感染の一日前にKaede/OT-I/CD45.1 マウスから分離し
た CD8 陽性 Kaede/OT-I/CD45.1 細胞（1× 106 個）を静
脈注射によって移入した．感染後 7，14 もしくは 21 日目
のマウスを感染部位に 435 nmの光を照射した．光照射か
ら24時間後に感染部位とリンパ節内のOT-I細胞をフロー
サイトメーターによって解析し，Kaede Red 陽性 OT-I 細
胞とKaede Green 陽性 OT-I 細胞の割合を示す．
感染部位に移動したエフェクター細胞の運命
177
て，感染 7 日目の感染部位に光照射を行い，24 時
間後に所属リンパ節へ移動した Kaede Red 陽性
OT-I 細胞のフェノタイプを調べた（図 5）．その結
果，CD62Llow の TEM 様な OT-I 細胞と CD62Lhigh
の TCM 様な OT-I 細胞は Kaede Red 陽性細胞と
Kaede Green陽性細胞ともに同程度だった．しかし，











膚感染させた．感染 6日目から 8日目の間 12 時間
毎に計 4回感染部位に光照射を行い，この期間に感
染部位に浸潤していたOT-I 細胞の生存期間を調べ
た（図 6）．その結果，最後の光照射から 12 時間後
には全身のリンパ組織，末梢組織でKaede Red 陽
性 OT-I 細胞を検出する事が出来，全身で検出され






いが Kaede Red 陽性 OT-I 細胞を各組織内で検出
する事が出来た．
　従って，ウイルス感染時に感染部位へ移動したウ










B6 マウスに OT-I/Kaede CD45.1 細胞を移入し，
VV-OVAを皮膚感染させ後，30 日目の所属リンパ
図 5　感染部位から所属リンパ節に移動する抗原特異的なCD8 陽性T細胞のフェノタイプ
B6マウスをVV-OVA（1× 105 PFU）のスクラッチによる感染の一日前に kaede OT-I CD45.1
マウスから分離した CD8 陽性 kaede OT-I CD45.1 細胞（1× 106 Cells）を静脈注射によって
移入した．感染後 7日目のマウスの感染部位に 435 nmの光を照射した．光照射から 24 時間後
の所属リンパ節のリンパ球を抗 CD43 抗体，抗 CD62L 抗体，抗 CD127 抗体，抗 IL-15Rα，抗
CCR5 抗体抗体で染色後，フローサイトメーターで解析した．（Kaede Red 陽性 OT-I（上段），






節において，約 75％の OT-I 細胞が入れ替わり，感
染から 30 日目の所属リンパ節に存在したOT-I 細
胞は全身のリンパ節だけでなく骨髄内にも移動して

































組織内の Kaede OT-I 細胞も同時に光変換してい
る．そのため所属リンパ節内に移動してきたKaede 
















B6 マウスにVV-OVA（1× 105 PFU）のスクラッチによ
る感染の一日前に kaede OT-I CD45.1 マウスから分離し
た CD8 陽性 kaede OT-I CD45.1 細胞（1× 106 個）を静
脈注射によって移入した．感染後 6日目のマウスを 12 時
間おきに計 4回感染部位に 435 nmの光を照射した．b 最
後の光照射から 12 時間後（感染 8日目），7日後（感染 15
日目）もしくは 14 日後（感染 22 日目）のリンパ組織ある
いは末梢組織にいる，OT-I 細胞をフローサイトメーター














臓に浸潤しやすく，Kaede Red 陽性 OT-I 細胞の割
合がリンパ節に比べ肺や肝臓で高い割合を示した可























a：B6 マウスに VV-OVA（1× 105 PFU）のスクラッチによる感染の一日前に kaede OT-I 
CD45.1 マウスから分離したCD8 陽性 kaede OT-I CD45.1 細胞（1× 106 個）を静脈注射に
よって移入した．感染後 27 日目から 40 日目のマウスの所属リンパ節（2つあるうちのどち
らか一方（図 2-b））に 435 nmの光を照射した．光照射から 24 時間後の所属リンパ節をは
じめ各リンパ組織のリンパ球をフローサイトメーターによって解析し，Kaede Red 陽性
OT-I 細胞とKaede Green 陽性 OT-I 細胞の割合を示す．
b：感染 27 日目から 40 日目のマウスの所属リンパ節内のリンパ球を抗 CD62L 抗体と抗 CD69
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VIRAL-SPECIFIC CD8-POSITIVE EFFECTOR T CELLS DIFFERENTIATED  
TO MEMORY T CELLS ARE MAINTAINED IN LYMPH NODES
Akihiro HATA and Kazuo TANAKA
Department of Microbiology, Showa University School of Medicine
Michio TOMURA
Center for Innovation in Immunoregulative Technology and Therapeutics, Kyoto University  
Graduate School of Medicine
　Abstract 　　 Viral-speciﬁc memory T cells are divided into central memory T cells （TCM）, eﬀector 
memory T cells （TEM） and resident memory T cells （TRM） according to function and localized charac-
teristics.  Diﬀerentiation and maintenance of these memory T cells require the viral antigen and some 
type of cytokines.  However, it is not known how these vial-speciﬁc memory T cells receive stimulation. 
As it is thought that the viral antigen and inﬂammatory cytokines are present in the viral infected site. 
The infection site plays a role in the diﬀerentiation of the memory T cells.  We used a skin infection mod-
el of ovalbumin （OVA）-recombination vaccinia virus （VV-OVA）, OT-I, Fucci and Kaede mice to prove 
this hypothesis.  From the experimental results, the virus-speciﬁc CD8-positive T cells in the infection 
skin migrated to the draining lymph node, where they expressed memory T cell phenotype.  Therefore, 
it was suggested that the infection site was important for the expression of the cytokine receptors, which 
was necessary for maintenance of memory T cells.  In addition, the memory T cells moved between 
lymph nodes in the maintenance phase.  Thus, it is thought that more memory T cells can receive stimu-
lation, which is necessary for maintenance, by migrating between the lymph nodes.  In conclusion, the in-
fection site and lymph nodes are both important for the generation and maintenance of viral-specific 
memory T cells.
Key words :  memory T cells, viral infection
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